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略語 
HMGB1    High Mobility Group Box 1 
ATM       Adipose Tissue resident Macrophages (脂肪組織常在マクロファージ) 
ASCs      Adipose derived Stem Cells            (脂肪組織由来幹細胞) 
ATSB      Adipose Tissue Socked Buffer 
PBS       Phosphate Buffered Saline             (リン酸緩衝生理食塩水) 
SVF    Stromal Vascular Fraction             (間質血管細胞群) 
FBS    Fetal Bovine Serum                   (ウシ胎児血清) 
  
3 
 
要旨 
 傷害脂肪組織における脂肪組織由来幹細胞の活性化、局所免疫の変化を調べるため
に、組織傷害関連因子に着目して実験を行った。脂肪組織傷害関連因子は脂肪組織由
来幹細胞を活性化することが判明した。また、動物実験において、虚血傷害下の脂肪
組織での組織幹細胞活性化、M2マクロファージ遊走に CXCL11、CXCL12、HMGB1
を介したシグナルが関与していることが判明した。これらの結果から、傷害を受けた
脂肪組織は CXCL11、CXCL12、HMGB1 を組織傷害関連因子として放出し、傷害部
位の修復やリモデリングをコントロールしていると考えられた。 
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序文 
 軟部組織の再建や増大手段として、吸引脂肪組織移植が挙げられる。脂肪吸引によ
る脂肪組織採取は比較的侵襲性が低く、必要な組織量を容易に確保できるため、形成
外科領域で多用されている。また、自己組織の移植であるため拒絶反応の心配がない
という利点もある。脂肪移植術の問題点として、術者の技量や採取脂肪組織の質によ
り症例間で組織生存率に差があり、軟部組織の増大効果にも差が発生してしまうこと
が挙げられる(1)。組織生存率や軟部組織増大効果の向上を目指して術式やデバイスの
開発・改良が進んでおり(2)、望ましい成果を挙げているものもある(3)。そのため、
臨床的転機は大幅に改善されつつある。 
 しかし、移植した脂肪組織は程度の差はあるが、ある程度吸収され、組織増大効果
が時間とともに減退する。移植した吸引脂肪は虚血状態に置かれ、酸素や栄養の供給
が滞る。そのため、組織壊死や組織リモデリングが発生し、移植組織の収縮に至ると
考えられている。 
この移植組織リモデリング過程を解明するために、我々の研究室では同種脂肪移植
モデルマウスを用いた検討を行い、移植後、虚血環境に置かれた脂肪組織のリモデリ
ングの経過を明らかにし、その過程にマクロファージの遊走が強く関連していること
を報告した(4)。昨今、マクロファージに大きく分けて M1 と M2、2 つの代表的フェ
ノタイプが存在し、M1マクロファージが炎症反応の誘導、M2マクロファージが組織
修復やリモデリングに関与していることが多数の研究論文で報告されている(5)(6)。
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さらに、マクロファージには、循環血液中でなく組織に常在する Tissue-resident 
macrophageが存在することが知られており(7)、我々は脂肪組織の中にM2マクロファ
ージ Adipose derived stem cells(ASCs)双方に近い性質のある Adipose tissue resident 
macrophage(ATM)が存在していることを確認した(8)。この ATMが ASCと近縁関係に
ある細胞であることが示唆される結果も得ている(8)。 
これらの先行研究や他家の報告から、傷害環境に置かれた脂肪組織においては、
M1マクロファージによる傷害・壊死組織のスカベンジング、M2マクロファージによ
るリモデリングプロセスとともに ATM の関与が示唆されている。さらに、ATM と
ASCが近縁関係にある細胞種ではないかとも推測している(8)。他家からも、ATMに
よる血管新生を観察した報告があり(49)、我々の推測と矛盾しない。 
また、臨床症例における検討として、ヒト吸引脂肪組織を用いた胸部への脂肪移植
術の長期経過の中で、移植脂肪の一部が嚢胞化・石灰化した症例を取り上げ、移植組
織の壊死、石灰化嚢胞の形成といった移植脂肪組織のリモデリングプロセスにマクロ
ファージが関わっており、中でもM2マクロファージの働きが大きいことを確認した
(9)。ATM はリモデリングプロセスにおいて、表現型として M2 マクロファージと同
様の抗原を発現している(8)ことから、移植脂肪組織のリモデリングには、遊走M1/M2
マクロファージに加えて、ドナー組織の ATM、ASCsが関与していることが示唆され
る。 
 ASCも含めた間葉系幹細胞には、前述のようなマクロファージを含めた傷害組織の
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局所免疫反応をコントロールする能力があることが最近の研究で示されている
(10)(11)(12)。また、傷害組織から放出される様々な組織傷害関連因子が組織幹細胞の
活性化、局所免疫の制御に関与していることも示唆されている(13)。特に自然免疫機
構の活性化が強調されており、傷害され、壊死に陥ったり傷害の度合いが大きい組織
のスカベンジングを活性化していると考えられている(13)。昨今の報告では、特にASC
には炎症反応を抑制する因子の放出能力があることが示唆されており(51)、マクロフ
ァージのような自然免疫系細胞と ASCsとのクロストーク経路の存在も想起される。 
これらの知見と我々の研究室での先行研究の結果を合わせ、虚血・低栄養環境に置
かれる、移植された吸引脂肪組織は自ら組織傷害関連因子を放出し、これらが組織幹
細胞の活性化とともに循環血中のマクロファージ遊走促進、ATM の活性化といった
反応を惹起することで組織傷害後のリモデリングプロセスをコントロールしている
のではないかという仮説を立てた。 
 そこで我々は、傷害脂肪組織から放出される傷害関連因子に着目し、脂肪組織傷害
関連因子による ASCsの活性化経路について検討し、さらに同様のシグナル経路によ
る傷害組織における ASCs の活性変化、マクロファージ活性の変化や表現型の変化、
について検討することにした。 
 本論文では、まず脂肪組織由来傷害関連因子の混合物を adipose tissue socked 
buffer(ATSB)として回収し、human adipose derived stem cells(hASCs)を活性化すること
を示し、ATSBを用いた実験条件についての検討を行う。 
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 次に、ATSBが hASCsを活性化する経路について検討する。 
 最後に虚血再灌流マウスモデル、皮膚潰瘍マウスモデルを用いて、脂肪組織由来傷
害関連因子とその構成成分が虚血傷害を受けた脂肪組織のリモデリングプロセスや
難治性皮膚潰瘍の上皮化過程においてどのように作用しているかを、傷害部位に誘導
されるマクロファージと局所の ASCの活性に着目して検討する 
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方法 
ヒト脂肪組織由来幹細胞(hASC)の単離・培養： 
 健常成人から脂肪吸引で採取した脂肪組織片をリン酸緩衝液(PBS)で洗浄し、同体
積の 0.075%コラゲナーゼ(和光純薬)溶液と混和。恒温振盪器で 200rpm、37℃、30 分
間処理した。処理した溶液を 760g で 5 分間遠心し、ペレットを回収。回収したペレ
ットを PBSで洗浄し、100µmのセルストレーナーンに通した後、10%血清入り DMEM
培地で培養した。培養経過で接着・増殖してくるものを hASCとし、Passage2で実験
に使用した。尚、我々の研究室で行われた先行研究により、passage2の培養 hASCが
自己増殖し、3胚葉分化能を維持し、間葉系幹細胞としての性質を保持していること
が確認されている(52)。 
 
Adipose tissue soaked buffer (ATSB) の作成： 
 ヒト吸引脂肪組織検体を使用するにあたり、東京大学倫理委員会の承認を得て実験
を開始した。 
 吸引脂肪組織を等量の PBS に漬け、恒温振盪器内 37℃で振盪した。振盪時間は 1
時間、24時間、48時間とした。振盪後、500µm、100µm、70µm、40µm、0.22µmのフ
ィルターで順に濾過滅菌を行った。-80℃で凍結保存した。 
 予備実験において反応のばらつきが大きかったため、1検体から作成した ATSBを
1ロットとしてプールし、10ロット分を混和して実験に用いた。3系列実験を行う場
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合には、異なる 30ロットを解凍し、10ロットずつ混和して 3系列とした。 
 
動物実験： 
 全ての動物実験・動物の管理は、東京大学の定めたガイドラインに従って行った(承
認番号 医-P13-128、医-P13-129)。実験動物は全て日本 SLC(静岡)から購入して使用
した。 
(1)潰瘍上皮化モデルの作成 
 8週齢の db/dbマウスを、エスカイン(マイラン、大阪)を用いた吸入麻酔で入眠させ、
背部 2か所に直径 6㎜の全層皮膚欠損潰瘍を作成した。潰瘍作成には 6㎜のスキンパ
ンチ(カイインダストリー、東京)を用い、潰瘍の拘縮を予防するため、直径 9 ㎜のシ
リコンリング(共和、埼玉)を縫着した。潰瘍の辺縁に次に挙げる薬品を 50μl/回で皮
下注射した。①PBS群(コントロール)、②ATSB、③100ng/ml CXCL11群、④100ng/ml 
CXCL12 群 、 ⑤ ATSB+5µM AMD3100(CXCR4 antagonist) 群 、 ⑥ ATSB+5µM 
CCX771(CXCR7 antagonist)群。薬剤の注射投与は潰瘍作成 day0と day7の 2回行い、
day0、day5、day10の 3回創部の写真をデジタルカメラ(Nikon 1 J2, Nikon, 日本)で撮
影した。撮影した画像を用いて潰瘍の上皮化面積を ImageJを用いて測定した。 
 Day10の撮影後に潰瘍組織の採取を行った。 
(2)虚血-再灌流モデルの作成 
 8 週齢の ICR マウスをエスカイン(マイラン、大阪)を用いた吸入麻酔で入眠させ、
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鼠径脂肪を剥離し、大腿動静脈遠位部からの分枝 1本を血管茎として残し、その他の
皮膚や周辺組織からの穿通枝血管を切離した。血管クリップを用いて血管茎を 3時間
遮断し、鼠径脂肪を虚血状態にし、3時間後に 30µlの PBS、ケモカイン、阻害剤を鼠
径脂肪に注射した。薬剤注射は虚血操作 day0と day1に行った。投与する薬剤の内容
別に次の実験群を作成した。①PBS 群(コントロール)、②100ng/ml CXCL11 群、③
100ng/ml CXCL12群、④5µM AMD3100(CXCR4 antagonist)群、⑤5µM CCX771(CXCR7 
antagonist)群、⑥20ng/ml anti-HMGB1antibody群、⑦20ng/ml anti-RAGE antibody群、⑧
20ng/ml anti-TLR2 antibody群、⑨20ng/ml anti-TLR4群。Day14に鼠径脂肪検体を採取
した。①、⑥、⑦、⑧、⑨群については、虚血再灌流処置前と day14の検体摘出時に
脂肪組織の体積を楕円体に近似して求め、記録した。 
 
Adipose tissue socked buffer(ATSB)含有物質の評価： 
Human Cytokine Array Panel A (R&D systems, Minneapolis, MN)を用いて、ATSBに含
まれる物質のスクリーニングを行った。さらに、CXCL11、CXCL12、IL-17、HMGB1
の含有濃度を ELISAキットを用いて測定した(CXCL11、CXCL12、IL-17：R&D systems 
/ HMGB1：シノテスト、東京)。ELISAに用いる ATSBは異なる 30ロットを 10ロッ
トずつ混和し、3系列の混和 ATSBを作成、測定して平均値を算出した。 
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Proliferation assay： 
 hASCを 10%FBS入り DMEM培地で培養し、P2で実験に使用した。 
 96 ウェルプレートに hASC を 2×103細胞/ウェルの濃度で播種し、6 時間培養した。
培養後、無血清培地に交換し、ATSB、ケモカイン、阻害剤を加えた。3日感の培養後、
Cell Proliferation kitⅡ(Roche, Basel, Switzerland)を用いて細胞活性の検討を行った。実
験系列は、ATSBの至適実験濃度検討のため、①PBS、②10%ATSB、③20%ATSB、④
30%ATSB の 4 系列、hASC のケモカインへの反応を検討するために④100ng/ml 
CXCL11、⑤100ng/ml CXCL12の 2系列、ATSBの作用と CXCR4/CXCR7の関連を検
討するために⑥20%ATSB+5µM AMD3100、⑦20%ATSB+5µM CCX771の 2系列、ATSB
作用と HMGB1の関連性を検討するために⑧20%ATSB+20µg/ml anti-HMGB1 antibody、
⑨20%ATSB+20µg/ml anti-RAGE antibody、⑩20%ATSB+20µg/ml TLR2 antibody、⑪
20%ATSB+20µg/ml TLR4 antibodyの 4系列、合計 11系列で施行した。 
 
Migration assay： 
 hASC 遊走能への ATSB の影響を調べるために、Byden chamber assay を用いて
migration assayを行った。無血清 DMEMをコントロールとして、10%ATSB、20%ATSB、
30%ATSB 含有無血清 DMEM 600µl で under chamber を満たし、8µm pores の upper 
chamber (Transwell; Coming Life Science, Lowel, MAS)に 2×105個の P2 hASC懸濁液
200µlを播種した。4時間後に upper chamberを取り出し、メタノール固定、ギムザ染
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色を経て 8µm pore通過細胞をカウントした。 
 次に、hASC の遊走能と CXCR4/CXCR7、HMGB1 を介する経路の関連を検討する
ために Cytoselect 96-well cell migration assay(Cell Biolabs INC, San Diego, CA)を用いた
migration saasyを行った。実験手技は製品プロトコールに従って施行した。20%ATSB
に以下に記載する阻害剤を加えた無血清 DMEM 150µl を under chamber入れ、3×105
個の P2 hASCを 100µlの無血清 DMEM懸濁液を upper chamberに播種した。4時間後
に遊走細胞を計測した。 
 
Capillary network formation assay： 
P2 hASC を ATSB、ケモカイン、阻害剤を含む EBM で 24 時間培養、pretreatment
した。薬剤の系列は、proliferation assay に順じて行った。1.0×104 個ずつ 96wellに満
たしたマトリゲルの上に播種した。播種 4 時間後に顕微鏡で撮影し、capillary like 
network の長さを ImageJで計測した。 
 
免疫染色： 
 虚血再灌流モデル、潰瘍上皮化モデルマウスから採取した組織は、亜鉛固定液(IHC 
Zinc Fixative; BD Biosciences, San Diego, Calif)で固定し、パラフィン包埋して 5µm厚
で切片化した。1次抗体として、guinea pig anti-perilipin antibody[生存脂肪細胞マーカ
ー](Progen, Heidelberg, Germany)、rat anti-MAC2 antibody[マクロファージマーカー] 
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(Cedarlane Laboratories, Burlington, Ontario, Canada)、mouse anti-CD206 antibody[M2マ
クロファージマーカー] (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas)、CD34[ASCマーカ
ー]( Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas)、Ki67[増殖細胞マーカー]( Thermo Fisher 
Scientific Inc, 神奈川)を使用した。また、Alexa Fluor 488– または Alexa Fluor 568–
conjugated (Molecular Probes, Carlsbad, Calif.)を 2次抗体に使用して可視化した。核染
色には Hoechst33342 (Dojindo, 熊本)を用いた。 
 
生存脂肪組織割合の定量化： 
 虚血再灌流処置後 14 日目にマウスから採取した鼠径脂肪組織をペリリピンで免疫
染色し、ペリリピン陽性領域の組織切片全体に占める割合を測定した。面積の測定
は ImageJを用いて行い、ペリリピン強陽性領域を生存脂肪組織として算定した。異
なるマウスから採取した 3検体の切片を用い、平均値で各群を比較した。 
 
組織内有核細胞、マクロファージ、ASC数の定量化： 
 潰瘍作成後 14日目のマウス潰瘍組織と、虚血再灌流後 14日目のマウス鼠径脂肪組
織を免疫染色して各細胞割合の定量化を行った。1つの検討系列につき異なるマウス
組織から作成した切片 5 枚を用い、1 切片につき、100µm 四方 1 カ所の画像を取得、
5例の平均値で比較した。潰瘍組織では潰瘍縁の皮下組織で、虚血再灌流モデルでは
線維化部分を避けて脂肪組織部分でカウント画像を取得した。 
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 有核細胞はヘキスト陽性細胞としてカウントし、細胞数の平均を群間で比較した。 
マクロファージはMAC2陽性細胞として、M１マクロファージはMAC2陽性/CD206
陰性細胞として、M2 マクロファージは MAC2 陽性/CD206 陽性細胞としてカウント
を行い、M1、M2マクロファージのマクロファージ全体に占める割合を平均して群間
で比較した。 
有核細胞に占める mASCの割合を、CD34陽性、Lectin陰性細胞を mASCとしてカ
ウントし、群間の平均で比較した。 
 
Flow cytometry： 
 脂肪組織のコラゲナーゼ処理により単離した SVFと P2 hASCでの CXCR4/CXCR7
発現を flow cytometerを用いて検討した。phycoerythrin(PE)-labeled anti-CD31[血管内
皮細胞マーカー]、 Fluorescein isothiocyanate(FITC)-labeled anti-CD34[幹細胞マーカー]、
phycoerythrin-Cy7(PE-Cy7)-labeled anti-CD45[ 血 球 系 細 胞 マ ー カ ー ] 、
allophycocyanin(APC)-labeled anti CXCR4、allophycocyanin(APC)-labeled anti-CXCR7を
使用して染色を行った。抗体は BD Bioscienceから購入して使用した。 
 
統計学的解析： 
 結果は平均±標準誤差で表記した。2群間の比較には Student t 検定を用いた。p 値
が 0.05未満のものについて統計学的に有意とした。 
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結果 
(1) Adipose tissue socked buffer作成と至適実験条件の検討 
 健常成人から摘出された吸引脂肪組織を等量のリン酸バッファーに漬け、37℃
/200rpm の恒温振盪器処理を行った。処理時間は、1 時間、24 時間、48 時間とした。
処理後、500µm、100µm、70µm、40µm、0.22µmの順にフィルター濾過を行い、脂肪
組織傷害に伴い放出される傷害関連因子を Adipose tissue socked buffer(ATSB)として
回収した。作成した ATSBは-80℃で冷凍保管し、実験時に解凍して使用した。方法の
項で記載した通り、脂肪組織検体の個体差を考慮した、10ロット毎に混和して使用し
た。作成の概要を図 1Aに示す。 
 次に、作成した ATSBを P2 hASCに投与して hASCの反応を観察した。ATSBの濃
度は 20%に設定した。ATSBは hASCを増殖、遊走、angiogenesisにおいて活性化した。
活性化作用は図 1Bに示す通り、48時間の恒温振盪器反応から作成した ATSBで最も
著明であった。 
 次いで、48時間恒温振盪器処理した ATSBを使って、ATSB濃度と hASCに対する
活性化作用の関係を調べた。 
 結果を図 3に示す。増殖能は ATSBの濃度依存性に効果増強を認めるが、遊走能で
は 30%で効果の減退を認め、angiogenesisでは 20%以上で効果が頭打ちとなった。 
 これらの結果を踏まえ、ATSBの至適実験条件として、48時間処理の ATSBを培地
に対して 20%の濃度で用いることとした。 
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図 1：Adipose tissue socked bufferの作成と至適実験条件の検討 
(A) Adipose tissue socked buffer(ATSB)の作成法概要。 
(B-D) ATSBによる hASCの活性化。48時間処理の ATSBで最も顕著な hASC活性化
効果を認める(n=3,＊:p<0.05)。 
(E-G) ATSB濃度と ASC活性化作用の関係。48時間処理 ATSBを使用して検討した。
20%で最も顕著な hASC活性化作用を認めた(n=3,＊:p<0.05)。 
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(2) ATSBによる hASC活性化経路の検討 
 我々の研究グループの先行研究において、hASCでは循環血中の単球と比較して、
CXCR7遺伝子が発現亢進していることが示されていた。そこで我々は、CXCR7とそ
のリガンドである CXCL11、CXCL12に着目した。また、CXCL12は CXCR4のリガ
ンドでもあり、CXCR7と CXCR4は 2量体の形成やリガンドのスカベンジング作用な
どで共役している可能性が示唆されている(53,54)ため、CXCR4も検討の対象とした。 
 さらに、ATSBによる hASC活性化経路を網羅的に調べるためにマイクロアレイを
行い、シグナル経路として IL-17、TREM1、HMGB1かキーモレキュルとして示唆さ
れた(図 2)。 
 本章では、CXCR4と CXCL11、CXCR7と CXCL11/CXCL12、IL-17、TREM-1、HMGB1
とよく知られた受容体である RAGE/TLR2/TLR4を介するシグナル伝達について検討
する。 
  
18 
 
  
 
図 2：脂肪組織傷害関連因子による hASC活性化経路のスクリーニング 
 ATSB活性化 hASCと ATSB非投与 hASCでの遺伝子発現をマイクロアレイで比較
した。ATSB活性化 hASCにおいて非活性化 hASCより 2倍以上発現差のある遺伝群
を用いて解析を行うと、IL-17、TREM1、HMGB1の 3つが ATSBによる hASC活性化
のキーモレキュルである可能性が示唆された。 
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①：hASCにおける CXCR4/7を介したシグナル伝達 
まず、CXCR4と CXCR7の hASC上での発現を確認した。 
 hSVF細胞における非培養 hASCでの結果を図 3A、培養 hASCでの結果を図 3B、
培養 hASCを用いた細胞免疫染色を図 3Cに示す。図 3Aでは、培養前の hASCの約
10%に CXCR7が発現していることが判る。図 3Bを見ると、培養により CXCR7の発
現は低下しており、CXCR4は培養前後に関わらず発現割合が少なかった。CXCR7＞
CXCR4の発現傾向は培養前後で変化しなかった。 
 hASC上での発現を確認した CXCR4とCXCR7のATSB作用への関与を確認するた
めに、CXCR4と CXCR7阻害下での hASCに対する ATSB作用を調べた。各受容体阻
害には競合的阻害剤を用い、CXCR4阻害には AMD3100、CXCR7阻害には CCX771
を用いた。図 3Dに示す通り、hASCの増殖能は CXCR4、CXCR7いずれの阻害でも
低下し、hASCの遊走能は CXCR7の阻害で、angiogenesisは CXCR4の阻害で低下を
認めた。 
 以上のことから、hASCの脂肪組織傷害関連因子への応答には、CXCR4と CXCR7
が関与していることが示唆された。 
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図 3：hASCにおける CXCR4/7を介したシグナル伝達 
(A) 非培養 hASCにおけるCXCR4/CXCR7の発現。約 10%にCXCR7が発現している。
hSVF細胞のうち、CD45陰性、CD31陰性、CD34陽性の細胞集団を hASCとし、CXCR4
と CXCR7の発現割合を測定した。(B) 培養 hASCにおける CXCR4/CXCR7の発現。
(C)培養 hASCの細胞免疫染色による CXCR4、CXCR7の検出。(Scale bar=30µm) (D) 
CXCR4/CXCR7阻害下における ASCの ATSBに対する反応(n=3,＊:p<0.05)。hASCの
増殖能はいずれの受容体阻害でも低下し、遊走能は CXCR7、angiogenesis は CXCR4
阻害で低下することがわかる。 
21 
 
②：ATSBに含有される脂肪組織傷害関連因子の検索 
 CXCR4 のリガンドである CXCL12、CXCR7 のリガンドである CXCL11、CXCL12
が ATSBに含まれていることを Human Cytokine Array Panel Aを用いて確認した。図
4Aに示す通り、ATSBにはいくつかの炎症性サイトカインやケモカインが含まれてお
り、CXCL11が含まれていることが示されたが、CXCL12は検出できなかった。そこ
で、さらに ELISA法で ATSB中の CXCL11と CXCL12の検出を試みた。異なる 10ロ
ットを混和して 1系列とし、3系列の平均値を求めた。図 4Bに示す通り、ATSB中の
CXCL11、CXCL12含有を確認した。 
また、CXCL11と CXCL12が hASCを活性化することを確認するために、培養 hASC
にリコンビナント CXCL11、CXCL12を加えて反応を観察した。図 4Cに示す通り、
リコンビナント CXCL11、CXCL12は hASCの増殖能、遊走能、血管新生能を活性化
した。 
 次いで、ATSB中の CXCL11と CXCL12が hASC活性化に関与していることを明確
にするため、ATSBに CXCL11または CXCL12の中和抗体を添加し、hASCの反応を
検討した。図 4Dに示すように、ATSB中の CXCL11、CXCL12中和により、ATSBに
よる hASC活性化能が損なわれた。 
 以上の結果から、ATSBに含まれる CXCL11、CXCL12が hASCの活性化プロセス
に寄与していることが示唆された。 
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図 4：ATSBに含有される脂肪組織傷害関連因子の検索 
(A)ATSBのサイトカインアレイ結果。炎症性サイトカインとケモカインが含有されて
いることが示された。(左端は陽性コントロール) 
(B) ATSBの ELISA (3系列分の平均値を示す)。 
(C)リコンビナント CXCL11、CXCL12による hASCの活性化(n=3,＊:p<0.05)。 
CXCL11と CXCL12は hASCを活性化した。 
(D) ATSB中の CXCL11、CXCL12中和効果(n=3,＊:p<0.05)。CXCL11、CXCL12の中和
により、ATSBによる hASC活性化作用が低下した。 
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③：IL-17検出の試み 
 図 2 で示したマイクロアレイアッセイの結果を踏まえ、ATSB に含まれる IL-17 の
検出を試みた。図 5Aに示すように恒温振盪器処理時間 1時間の ATSBに比較して、
処理時間 48時間の ATSBで IL-17の含有量増加を確認した。しかし、図 4で検討した
CXCL11と CXCL12に比較すると IL-17濃度は検体間での濃度差が大きく、必ずしも
hASC活性化に不可欠とは判定できなかった。 
 
④：TREM1検出の試み 
 同じくマイクロアレイの結果から示唆された TREM1の関与について調べることに
した。TREM1 はマクロファージや白血球に発現し、免疫反応のコントロールに関与
していることが知られている(20)。また、細胞質内のアダプタータンパクとしてDAP12
と協働することも知られている(20)。そこで、我々は、細胞免疫染色を用いて、
TREM1-DAP12の hASCでの発現を検討した。 
 図 5Bに示すように、培養 hASC上での TREM1-DAP12 axisの存在が確認できた。 
 しかし、hASC 上での陽性率は非常に低く、顕微鏡視野ではほとんど見つからなか
った。CXCR7と比べてもその陽性率の低さは明らかであった。 
 ATSBによる hASC活性化機序において、部分的に TREM1-DAP12が関与している
可能性が示唆されるものの、普遍的なパスウェイとは判定できなかった。 
 
24 
 
 
 
図 5：IL-17と TREM-1を介するシグナル経路に関する検討 
(A) ELISAキットを用いて ATSB中の IL-17検出を試みた。異なる 30ロットから 10
ロット分ずつ 3系列作成して測定を行った。平均値を示す。検体による濃度差が大き
く、2群間での統計学的有意差は無かった。 
(B) 細胞免疫染色により TREM1とその共役タンパクである DAP12の検出を試みた。 
 ごくわずかな培養 hASCにおいて、TREM1-DAP12の発現が確認できた。 
 (Scale bar= 30µm) 
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⑤：ATSBに含まれる HMGB1と、hASC上の受容体発現 
 HMGB1は組織傷害関連因子の代表的な物質である。図 2のマイクロアレイの結果
からも HMGB1の存在が示唆されたことから、ATSB中に HMGB1が含まれる可能性
が高いと考えられた。そこで、ELISAによる ATSB中の HMGB1 濃度計測を行った。
図 6A に示すように、恒温振盪器での処理時間が長くなるほど ATSB に含まれる
HMGB1が増加しており、脂肪組織の損傷に伴う分泌過程が想定された。 
 また、HMGB1の主要な受容体である RAGA、TLR2、TLR4について、培養 hASC
上での発現を、細胞免疫染色を用いて確認した。図 6Bに示すように、いずれの受容
体タンパクも hASC上に発現していることが確認できた。特に RAGEタンパクについ
ては陽性 hASCの比率が高く、HMGB1による hASC活性化において重要な経路を担 
っている可能性が示唆された。 
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図 6：ATSBに含まれる HMGB1と、hASC上の受容体発現 
(A)ATSB中の HMGB1を ELISAで測定。(n=3,＊: p<0.05) 
(B)細胞免疫染色による hASC上での HMGB1受容体発現検討。(Scale bar=30µm) 
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⑥：HMGB1を介する hASCの活性化 
 HMGB1とその受容体が ATSBによる hASC活性化に関わっていることを明確にす
るために、HMGB1中和下での ATSB作用を確認した。図 7A-Cに示すように、HMGB1
阻害により、hASC の増殖、遊走、angiogenesis が阻害された。特に hASC の遊走と
angiogenesisについてはコントロール群である PBS投与群と同程度まで抑制されてお
り、ATSB 中の HMGB1 の関与が強いことが判る。反面、hASC の増殖については阻
害が弱く、ATSB に含まれる HMGB1 以外の物質の関与が強く示唆される。図 4A に
示す通り、ATSB には様々なサイトカインが含まれていることが明らかであり、この
結果と矛盾しない。 
 また、HMGB1の代表的受容体である RAGE、TLR2、TLR4を阻害した hASCに ATSB
を投与すると、angiogenesis の抑制が顕著に見られた。増殖能は TLR4 阻害で、遊走
能は TLR2阻害で ATSB作用の減弱を認めた。結果を図 7D-Eに示す。ここでも、増
殖能、遊走能においては今回の受容体阻害で ATSB作用の減弱は認めるものの、完全
に阻害するまでには至らず、他の hASC活性化経路の存在が示唆される。 
 HMGB1とその受容体を介するシグナルは、hASCの angiogenesis活性においてもっ
とも顕著に影響していることが示された。 
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図 7：HMGB1を介する hASCの活性化 
(A-C)HMGB1中和 ATSBによる hASC活性化検討。 A:XTT assay、B:migration assay、
C:network formation assay (n=3,＊:ATSB群と比較して p<0.05) 
(D-F)RAGE、TLR2、TLR4 阻害下での ATSB による hASC 活性化。D:XTT assay、
E:migration assay、F:network formation assay (n=3,＊:ATSB群と比較して p<0.05) 
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(3)脂肪組織由来傷害関連因子によるマクロファージ、ASCsへの作用 
 ここまでの検討で、脂肪組織由来傷害関連因子に CXCL11、CXCL12、HMGB1 が
含まれ、これらの受容体が ASCs活性化に関与していることが示された。 
 組織ダメージの典型として虚血状態が挙げられる。我々は、ICRマウスの鼡径脂肪
組織を用いた虚血再灌流モデルと db/dbマウスを用いた糖尿病性難治性皮膚潰瘍モデ
ルを用いて、虚血組織におけるリモデリング過程や潰瘍上皮化過程に
CXCR4-CXCL12 axisと CXCR7-CXCL11/CXCL12 axisがどのような影響を及ぼすのか、
組織変化と組織内のマクロファージに着目して検討した。 
 また、HMGB1は ATM と ASCs の相互反応を介して血管新生を促進し、M1/M2 マ
クロファージの遊走を調整することが知られている(8,49)。そこで、HMGB1とその受
容体を介するシグナル伝達についても ICR マウス鼡径脂肪組織を用いた虚血再灌流
モデルを用いて、脂肪組織のリモデリングプロセスとマクロファージの関係、ASCs
活性の変化に焦点を当てて検討を行った。 
 
①：虚血による脂肪組織傷害と組織再生過程への CXCR4、CXCR7の関与 
 CXCR4/CXCR7とそのリガンドであるCXCL11/CXCL12のシグナル経路は齧歯類に
も認められる経路である(16,17,18,19)。そこで ICR マウスを用いた鼠径脂肪の虚血再
灌流モデルを作成し、脂肪組織の虚血傷害から血行再開、組織再構築の経過を観察で
きるモデルとして使用した。尚、ヒトと齧歯類で CXCL11、CXCL12の分子構造に差
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がなく、クロスリアクションがあるため、本実験においてはリコンビナント・ヒト
CXCL11/CXCL12を実験に用いた。 
 HE染色標本を図 4A、D、G、I、Mに示す。CXCL11または CXCL12投与群で線維
化の進行を認め、リモデリングプロセスの促進が窺える。対して、CXCR4 阻害群と
CXCR7 阻害群においては脂肪細胞壁の脆弱化に加え、変形して壊死していると思わ
れる脂肪細胞が処理されずに放置されている。 
虚血障害脂肪組織内に遊走してきた細胞集団とマクロファージの関連性を検討す
るために、ペリリピン(生存脂肪細胞マーカー)、MAC2(マクロファージマーカー)、
CD206(M2 マクロファージマーカー)で免疫染色を行った。染色像を図 4 に示す。
CXCL11、CXCL12投与群でM2マクロファージ(MAC2陽性、CD206陽性)の遊走が目
立ち、HE 染色のリモデリング促進所見と一致する。対して CXCR4 阻害群では M1
マクロファージ主体になっており、M2 マクロファージの活性不足が組織リモデリン
グを妨げることを示す所見である。さらに CXCR7阻害群ではM1、M2ともにマクロ
ファージの遊走が阻害されており、HE 染色標本で認めた壊死組織の処理能力減退は
マクロファージ遊走阻害と関連することが強く示唆される。 
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図 8：虚血ダメージ後の脂肪組織染色 
 ケモカイン投与群ではM2マクロファージの遊走が顕著であり、AMD3100(CXCR4
阻害剤)投与群ではM1マクロファージの遊走が顕著である。CCX771(CXCR7阻害剤)
投与群ではマクロファージ遊走自体が阻害されている。(Scale bar = 50µm) 
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②：虚血傷害後の脂肪組織とマクロファージ遊走 
 図 8の染色標本を用いて、生存脂肪組織割合とマクロファージについて定量化を行
った。 
まず、ペリリピン染色(生存脂肪組織マーカー)により生存領域の割合を計測した。
図 9A に示すように CXCL11、CXCL12 投与群では切片におけるペリリピン陽性領域
の割合が高く、CCX771 投与群では低かった。CXCL11/CXCL12 の組織保護作用を示
すとともに、CXCR7 阻害による脂肪組織傷害の広がりが示唆された。また、CXCR4
阻害群においても統計学的に有意ではなかったが、CXCR7 阻害時と類似の効果が認
められた。 
 次に、ヘキスト染色による細胞数のカウントを行った。図 9B に示す通り統計学的
有意差は無かったが、PBS投与群に比較して、ケモカイン投与群と受容体阻害群では
脂肪組織内に遊走する細胞数の増加を認めた。 
 また、遊走してきた組織中の M1マクロファージ(MAC2陽性、CD206 陰性)と M2
マクロファージ(MAC2陽性、CD206陽性)の割合を計測した。図 9C、Dに示すように、
CXCR4阻害によりM1マクロファージが優勢となり、CXCR7阻害によりマクロファ
ージの遊走自体が阻害されていることがわかる。 
 図 8の組織所見と併せて、CXCR4と CXCR7を介したマクロファージの活性化、特
にM2マクロファージの活性と、組織リモデリング活性の関連が示唆された。 
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図 9：虚血傷害後の脂肪組織とマクロファージ遊走 
(A)ペリリピン染色による組織生存割合の計測。ペリリピン陽性領域を生存脂肪組織
として、全体に占める割合を定量化した(n=3,＊:PBS群と比較して p<0.05)。 (B)組織
内の有核細胞数の定量化。統計学的な有意差は無かったが、ケモカイン投与群と
CXCR4/CXCR7 阻害群で細胞数増加傾向を認めた(n=5,＊:PBS 群と比較して p<0.05)。 
(C)有核細胞に占める M1 マクロファージの割合。(n=5,＊:PBS 群と比較して p<0.05) 
(D)有核細胞に占めるM2マクロファージの割合。(n=5,＊:PBS群と比較して p<0.05) 
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③：難治性創傷における組織傷害因子と CXCR4、CXCR7の役割 
糖尿病マウスであるdb/dbマウスの背部に直径6㎜の全層性皮膚欠損潰瘍を作成し、
潰瘍縁にATSBやATSB+CXCR4阻害剤、ATSB+CXCR7阻害剤の組み合わせを投与し、
上皮化の経過を観察した。 
 図 10A に示す通り、ATSB 投与群では潰瘍上皮化が促進されていることがわかる。
図 10Bを見ると、CXCL11か CXCL12を投与された群では ATSBよりも潰瘍上皮化が
促進されていることがわかる。対して、ATSBとともに、AMD3100(CXCR4 antagonist)
か CCX771(CXCR7 antagonist)を投与した群では上皮化が阻害されている。 
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図 10：難治性創傷における組織傷害因子と CXCR4、CXCR7の役割 
(A)db/db マウスの潰瘍縁に PBS、ATSB を投与して比較した。ATSB により潰瘍の上
皮化が促進されている。(n=3) 
(B)ATSB、CXCL11、CXCL12、及び、ATSB+AMD3100、ATSB+CCX771投与下での潰
瘍上皮化経過。CXCL11 と CXCL12 の投与群で上皮化促進が認められ、
AMD3100(CXCR4 antagonist)や CCX771(CXCR7 antagonist)が ATSBの潰瘍上皮化促進
作用を阻害していることがわかる(n=3)。  
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④：潰瘍上皮化モデルにおける組織検討 
 図 10 で示した潰瘍モデルの潰瘍縁部分の組織を採取し、虚血再灌流モデルの炎症
細胞遊走検討に用いたのと同様の手順で、潰瘍縁に遊走している細胞種の検討を行っ
た。 
 図 11A に免疫染色写真を示す。PBS投与群ではM1マクロファージが主ながらM2
マクロファージの遊走も認められる。ATSB、CXCL11、CXCL12 投与群では CD206
陽性の M2 マクロファージが遊走細胞の主役となっている。また、
ATSB+AMD3100(CXCR4 阻害剤)投与群では M1 マクロファージ主体の細胞遊走を認
め、ATSB+CCX771(CXCR7 阻害剤)投与群ではマクロファージの遊走がほとんど認め
られなくなっている。 
 遊走細胞の定量化結果を図 11B～Dに示す。定量化の方法は図 9で示した際と同様
である。まず、ヘキスト染色による細胞数のカウントを行った。図 11B に示す通り、
ATSB投与群とATSB+AMD3100(CXCR4阻害剤)投与群で遊走有核細胞数が多かった。 
 次に遊走してきた組織内で、M1 マクロファージ(MAC2 陽性、CD206 陰性)と M2
マクロファージ(MAC2陽性、CD206陽性)の遊走細胞に占める割合を計測した。図 11C、
Dに示すように、CXCR4阻害によりM1マクロファージが優勢となり、CXCR7阻害
によりマクロファージの遊走自体が阻害されている。これは図 8、9で示した ICRマ
ウス鼡径脂肪組織を用いた虚血再灌流モデルと同様の結果である。 
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 これらの結果から、糖尿病マウスの難治性潰瘍において、ATSBや CXCL11、CXCL12
が適切な炎症細胞誘導により上皮化を促進しており、シグナル伝達に関与している
CXCR4と CXCR7の阻害により細胞誘導効果が阻害され、難治性潰瘍における炎症制
御能が阻害されることが示された。 
 虚血再灌流モデルの結果と併せ、脂肪組織由来傷害関連因子によるマクロファージ
活性のコントロールと、それに伴う局所での炎症反応・リモデリング反応のコントロ
ールが CXCR4、CXCR7を介するシグナル伝達で行われていることが示された。 
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図 11：潰瘍上皮化モデルにおける組織検討 
(A)薬剤投与部である潰瘍縁へのマクロファージ遊走。緑：CD206、赤：MAC2、青：
核。Scale bar = 30µm 
(B) 組織内の有核細胞数の定量化。CXCL11、CXCL12、ATSB+CCX771投与群で遊走
有核細胞の減少を認めた。(n=5,＊:PBS群と比較して p<0.05)。 (C)有核細胞に占める
M1マクロファージの割合。CXCL11、CXCL12投与群ではｈ(n=5,＊:PBS 群と比較し
て p<0.05) (D)有核細胞に占めるM2マクロファージの割合。(n=5,＊:PBS群と比較し
て p<0.05) 
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⑤：虚血による脂肪組織傷害と組織再生過程への HMGB1の関与 
 脂肪組織虚血再灌流モデルマウスを用いて、虚血ダメージ下の脂肪組織傷害と傷害
後修復過程への HMGB1とその受容体の関与を検討した。 
 ATSB中の HMGB1、hASC上での発現を確認した RAGE、TLR2、TLR4はいずれも
種を超えて保存されていることが知られているタンパクであるため(21)(22)(23)、マウ
スでの実験環境とヒト組織での環境が近似できるものと考えた。 
 まず、虚血再灌流傷害を与えたマウスの鼠径脂肪組織に HMGB1中和抗体、RAGE
阻害剤、TLR2阻害剤、または TLR4阻害剤を投与し、2週間後の組織変化を観察した。
虚血再灌流前の脂肪組織体積と比較した実験後脂肪組織の体積割合を図 12Aに示す。
PBS 群の体積に比して HMGB1 阻害群では虚血再灌流前よりも組織体積が小さく、
RAGEや TLR4阻害群で組織萎縮が目立った。 
 脂肪組織の状態を確認するために、図 12A で用いた組織をペリリピン(生存脂肪細
胞マーカー)とMAC2(マクロファージマーカー)で免疫染色を行った。図 12Bに染色像
を示す。PBS投与群ではマクロファージの遊走と脂肪細胞の新生が認められるのに対
し、HMGB1阻害群では脂肪組織新生が抑えられ、RAGE阻害群ではマクロファージ
遊走、壊死脂肪細胞の除去反応、組織リモデリングのいずれも立ち遅れが目立ち、
TLR2阻害群ではマクロファージ遊走はあるものの脂肪細胞の新生が見られず、TLR4
阻害群ではマクロファージ遊走のみでリモデリングの遅れが目立った。検体組織にお
ける生存脂肪細胞(ペリリピン陽性部分)の占める面積を定量化し、図 12Cに示す。マ
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クロの所見において収縮が顕著であった RAGE阻害群と TLR4阻害群において、生存
脂肪細胞面積の低下を認めた。 
 次に、遊走してきたマクロファージのフェノタイプを調べるために、MAC2(マクロ
ファージマーカー)と CD206(M1 マクロファージマーカー)での免疫染色を行った。
RAGE 阻害群ではマクロファージ遊走の阻害が観察された。その他の実験群では M2
マクロファージ主体の遊走を観察した。染色像を図 12D に示す。図 12D の染色像を
もとに、遊走細胞数 (図 12E)、遊走細胞数に占めるM1マクロファージの割合(図 12F)、
M2マクロファージの割合(図 12G)の定量化を行った。RAGEにおいてはマクロファー
ジマーカー陰性の小さな炎症細胞の集簇を認める。視野によってはM1マクロファー
ジの遊走を認める部位もあるが、胞体は小さく、活性化状態にあるかは疑わしい。ま
た、TLR4阻害群での定量化では、遊走有核細胞自体の減少があるため、見かけ上M2
マクロファージの割合が増大している。しかし、図 12Dの染色像を参照すると、きわ
めて細胞質の小さなマクロファージが見て取れる。RAGE阻害群で認められたのと同
じく、機能不全に陥っているマクロファージを観察している可能性がある。 
 ここでも、HMGB1の中和阻害、あるいは、受容体の阻害により程度の差はあるが、
マクロファージの遊走が阻害されていることがわかり、組織リモデリング過程の障害
が発生していることがわかる。 
有核細胞に占める ASCs(CD34陽性、lectin陰性細胞)の割合を定量化し、図 12Iに示
す。非阻害群である PBS投与群に比して、HMGB1阻害群と HMGB1受容体阻害群で
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の ASCs増殖活性は減退していた。また、HMGB1の中和か受容体阻害により ASCs
の数自体が減少しており、特に RAGE阻害群と TLR4阻害群での減少が顕著である。
この所見は図 12Aで認めた組織収縮所見と一致している。 
さらに、HMGB1とその受容体阻害に伴う ASC活性の変化について観察するため、
CD34(組織幹細胞マーカー)と Ki67(細胞増殖活性マーカー)を用いた免疫染色を行っ
た。染色像を図 12Jに示す。 
 これらの結果より、HMGB1とその受容体を介するシグナルは、虚血傷害を受けた
脂肪組織におけるマクロファージ遊走と ASCs活性の制御に関与し、壊死細胞の処理、
からリモデリング反応に至る重要なシグナル伝達経路であることが示された。 
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図 12：虚血による脂肪組織傷害と組織再生過程への HMGB1の関与 
(A)虚血再灌流後 2週間目の鼠径脂肪組織体積の、処置前脂肪組織体積に対する割合。
RAGE阻害群と TLR4阻害群では組織の体積が小さかった。(n=3, ＊:PBS群と比較し
て p<0.05. Scale bar=1cm) 
(B)虚血再灌流後 2 週間目の鼠径脂肪組織の免疫染色。MAC2(赤)、ペリリピン(緑)、
核(青)。Scale bar=30µm。 
(C)検体に占める生存脂肪細胞面積の割合。(n=3, ＊:PBS群と比較して p<0.05) 
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図 12：続き 
(D)虚血再灌流後脂肪組織へのマクロファージ浸潤。MAC2(赤)、CD206(緑)、核(青)。
Scale bar= 30µm。 
(E)遊走有核細胞数(n=5,＊:PBS群と比較して p<0.05)。  
(F)有核細胞に占める M1 マクロファージの割合。(n=5,＊:PBS 群と比較して p<0.05) 
(G)有核細胞に占めるM2マクロファージの割合。(n=5,＊:PBS群と比較して p<0.05) 
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図 12：続き 
(H) 虚血再灌流後脂肪組織における ASCの増殖活性。CD34(緑)、Ki67(赤)、核(青)。 
Scale bar= 30µm。(I) 含まれる ASCs数の定量化(n=5,＊:PBS群と比較して p<0.05)。 
(J)組織内 ASCsの増殖活性検討。CD34(緑)、Ki67(赤)、核(青)。 
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 考察 
 ヒト脂肪組織の傷害により、様々な組織傷害関連因子が放出され、傷害部位の再生
やリモデリングに関与していることが知られている(25,26,27)。 
 我々は吸引した遊離脂肪組織を PBSに浸して処理することで、脂肪組織からの組織
傷害関連因子を ATSBとして回収することを試みた。PBS中での振盪処理時間が長い
ATSBのほうが hASC の活性化能が高いことが明らかとなった。傷害後の経過時間と
ともに放出される因子が変化することは他家の報告(25)からも予想される。今回の検
討では、最長 48 時間までの処理時間の ATSB を用いて検討を行った。しかし、更に
長時間の振盪処理により、更なる傷害関連因子放出が起こりえることも考慮しなけれ
ばならない。PBS中での振盪処理時間を延長した ATSBの検討については現在進行中
である。 
 ATSBは図 1Cに示す通り増殖・angiogenesisについては濃度依存性に hASCを活性
化したが、遊走能については濃度が高すぎると hASC活性化作用が減退することが示
された。ATSB は様々な炎症性サイトカインやケモカインの集合体であるが、これら
の液性因子は複雑な活性化・抑制経路のネットワークを持っており、相互に干渉して
いる。ATSBから検出された CXCL11は CXCR3や CXCR7のリガンドである反面、好
中球遊走に関わる CCR3や CCR5のアンタゴニストであることも知られている(33,34)。
したがって、ATSB の作用においても活性化と抑制の相反する作用の結果を観察して
いる可能性を考慮しなければならない。 
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 昨今、CXCL11や CXCL12といったケモカインが傷害関連因子に含まれ、傷害局所
の免疫反応のコントロールや組織修復・リモデリングをコントロールする可能性につ
いても示唆する研究報告が多数なされている(28-32)。今回の研究では、末梢血中の単
球と比較して hASC で発現亢進していた CXCR7 をもとに、そのリガンド群である
CXCL11、CXCL12、更に協働が示唆される(35)CXCR4 の関与する経路について検索
を行った。ATSB中の CXCL11または CXCL12の中和だけでは hASCに対する増殖・
遊走・angiogensis 活性化の部分抑制に留まった。しかし、hASC の CXCR4 阻害で
angiogenesisが、CXCR7阻害で遊走が、そしていずれかの阻害で増殖が完全に抑制さ
れた。この事は、CXCR4と CXCR7の複雑な協働関係が関連しているものと思われる。
この 2つの受容体の関係については現在も議論のあるところである。いずれも 7回膜
貫通型タンパクであるが、CXCR4 が G タンパク共役なのに対し、CXCR7 は G タン
パクを伴わない。一部の報告では CXCR7 が CXCR4 とリガンドの結合を調整してい
る可能性が示唆されている(36、37)。hASCの増殖・遊走能活性化については CXCR7
阻害による CXCR4 機能調整が重要であることが推測される。Angiogenesis について
は CXCR7阻害による抑制効果が認められないことから、CXCR4を介するシグナルの
みで稼働されている可能性が高い。今回の検討では片方ずつの阻害実験結果を提示し
たが、同時阻害の実験を現在行っているところである。また、CXCR4、CXCR7 とと
もに近縁経路に関与する CXCR3についても検討を計画している。 
 虚血再灌流傷害モデル、潰瘍上皮化モデルいずれの組織解析においても、
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CXCL11/CXCL12 による M2 マクロファージ遊走強化が観察され、CXCR4 阻害群で
M1マクロファージ優勢の誘導、CXCR7阻害群でマクロファージ遊走の著明な減弱を
認めた。AMD3100 は CXCR4-CXCL12 による細胞アンカリングを解除することで細
胞遊走を促すことが知られている(38)。一方でアンカリングが解除されるため、組織
に遊走細胞を引き留める作用が減弱する可能性がある。特に今回の検討では脂肪組織
や潰瘍縁に直接阻害剤を注射しており、局所での細胞アンカリング作用が減弱した結
果、細胞遊走に影響を及ぼしたものと思われる。他家の報告で、AMD3100 の投与に
より db/dbマウスの潰瘍上皮化が促進されたという我々の検討結果に反する報告が挙
がっているが(39)、AMD3100の全身投与による実験であるため、我々の検討結果と異
なる経過を辿ったものと思われる。 
 M2 マクロファージの組織リモデリング作用は諸家の報告から明らかである(40,41)。
虚血再灌流傷害後の脂肪組織を用いた検討で、M2 マクロファージ遊走強化を認めた
CXCL11投与群とCXCL12投与群では壊死組織リモデリング後と思われる線維状の組
織や成長過程の小型の脂肪細胞が散見された。対して、AMD3100 投与群と CCX771
投与群では油滴状に壊死した脂肪細胞や、細胞壁が菲薄化した脂肪細胞を認めるもの
の、リモデリングの痕跡は目立たなかった。M2 マクロファージによる組織リモデリ
ングに CXCR4と CXCR7が関与していることが示唆される結果である。 
 今回の研究では、ATSBにより活性化された hASC を用いたマイクロアレイの結果
から、CXCR4/CXCR7に関与する経路以外に、IL-17、TREM1、HMGB1がシグナル経
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路に関わる物質として示唆された。IL-17 と TREM1 については、検出を試みたもの
の、ATSB 検体間で濃度のばらつきが大きく、発現が僅少であったため、詳細な検討
を見送った。これは、マイクロアレイにおいて、これらの物質の mRNA 発現亢進を
直接検出したものではなく、関連する物質・因子群の mRNA 発現亢進から予測され
た候補物質であったことが原因であると考える。今後の課題として、IL-17 の阻害実
験や TREM1の発現阻害下での検証実験など、機能的な検討を計画している。 
 HMGB1は代表的な Damage associated molecular patterns(DAMPs)である(42)。自己免
疫疾患や術後炎症のような炎症性病態に関与していることが示唆されており、
HMGB1 により惹起される炎症が病勢に関与するとの報告が多い(43-46)。一方で、
HMGB1 による組織幹細胞活性化の報告もある(47,48)。今回の検討では、ATSB の中
に HMGB1が含まれており、hASCの活性化に関与していることが示された。興味深
いことに、ATSB中の HMGB1を中和することで、hASCの遊走活性と angiogenesis活
性がほぼ完全に抑制されるのに対し、増殖活性については部分抑制に留まった。さら
に HMGB1 受容体阻害実験も考慮すると、hASC の angiogenesis 活性は HMGB1 によ
り活性化され、RAGE、TLR2、TLR4を介するシグナルが同時に必要とされることが
判る。一方、hASCの遊走については、HMGB1により活性化され、TLR2が部分的に
関与しているものの、今回検討した RAGE、TLR4 以外に HMGB1 シグナルを伝達し
ている受容体タンパクの存在を示唆する結果である。さらに増殖活性については、
HMGB1 タンパク中和による阻害効果は限定的であった。前述の CXCL11、CXCL12
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についても、中和による hASC増殖活性の阻害効果は限定的である。CXCR4、CXCR7
の阻害が有効であったことから、hASC の増殖促進因子として CXCR4 ないしは
CXCR7 に結合してシグナル伝達を行う別のリガンドの存在が示唆され、今後の検討
課題である。 
 虚血再灌流モデルを用いたHMGB1の傷害脂肪組織リモデリングへの関与に関する
検討では、HMGB1経路の阻害により組織修復の遅れが認められた。マクロファージ
遊走の減弱傾向を認め、傷害後組織の処理がうまく進まず、リモデリングプロセスの
遅延が見て取れる。さらに、HMGB1阻害による ASC増殖活性の抑制が示唆された。
このことから、HMGB1に起因する組織反応は、傷害を受けた組織の修復を促すのに
必須であると考えられる。しかし、前述のように、HMGB1による組織炎症の拡大は
有害な組織変性や病態を生む可能性がある。どの受容体がどの程度の反応を惹起しう
るのか、また、活性化する受容体による組織反応の違いなどの分析を更に進め、
HMGB1に起因する組織炎症反応のコントロールが確立すれば、組織移植後の変性や
組織増大効果の維持に貢献できるかもしれない。 
 今回の研究を通じて、培養 hASCの反応や、組織内 ASCの増殖活性の検索を行い、
マクロファージを介する傷害局所免疫についても言及してきた。我々の研究グループ
では、Adipose tissue resident macrophage(ATM)という、組織幹細胞に極めて近い性質を
持つマクロファージ分画を確認した(8)。昨今の報告では、ASC を含めた組織幹細胞
によるパラクライン効果によって傷害組織の angiogenesis や組織リモデリングが活性
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化されることや(49)、組織幹細胞活性化によってマクロファージ分画が炎症性の M1
から組織リモデリングに関わるM2へと変化することも示されてきている(50)。今回、
vivo 実験においては ASC とマクロファージの直接相互作用を確認するには至らなか
った。しかし、特に HMGB1 についての検討ではマクロファージの遊走減弱と組織
ASCの増殖活性減退が相関しており、これでの諸家の報告と合わせて、組織傷害関連
因子による ASC の活性化がマクロファージの遊走や遊走してくるフェノタイプに影
響しているものと推察できる。今後、ASCとマクロファージ相互に及ぼす影響につい
て検討を進めていく。 
今回の研究を通して、傷害脂肪組織から CXCL11、CXCL12、HMGB1 が放出され、
hASC がこれらに対する受容体を持ち、各々の受容体を介して活性化されることが明
らかとなった。また、傷害脂肪組織内や難治性創傷において、これらの物質が組織幹
細胞を活性化しつつ、M2 マクロファージの遊走を促し、創傷治癒や組織リモデリン
グを促進していることもわかった。CXCL11、CXCL12 はケモカインとして知られる
物質であり、諸家の報告からも組織再生や創傷治癒に有益であることが示されている。
さらに炎症性病態のメディエーターとして語られるHMGB1も傷害組織のリモデリン
グには必要であることが示され、適量の傷害関連物質が適切に働くことが適切な組織
修復プロセスの稼働に重要であることがわかる。臨床における難治性創傷や脂肪組織
移植後の組織内でも同様の現象が起きている可能性が高く、今回の研究をさらに進め
ることで、組織幹細胞や局所免疫のコントロール手法開発につながり、新たな創傷治
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癒促進治療の開発や組織移植後の予後改善手法の開発に資するものと考える。 
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